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一種である Micro Electro Mechanical Systems（MEMS）デバイスを生体応用技術とし
て利用した BioMEMS や BioMEMS デバイス[1, 2]、掌サイズのチップ上で様々な化学












































































































































































































感光性材料である SU-8 は、PEB により架橋する。架橋反応によりその特性が顕著に
変化するので、ガラス転移温度が未感光部と感光部で大きく異なっており、未感光部


























きさや内部の密度を変化できる(図 1-1(h)(i)) [28, 29]。3 次元的なポーラス構造では、
構造内に細胞は接着し、構造の空隙を埋めるように増殖するので、厚みのある組織を
作製できると同時に、作製される細胞組織は構造により補強されるので頑強となる利
点がある(図 1-1(d)(e)) [30, 31]。 
細胞サイズと同等あるいはわずかに小さい空隙を有する 2 次元の構造は、主に組織
関門の構築に利用される(図 1-1(g)) [32]。播種された細胞は 2 次元の構造を覆うよう
に細胞の層を形成する。一方で、細胞サイズと同等あるいはわずかに小さい空隙を有







Okeyo らは、孔部分が 100 m 以上と大きく設計したメッシュを作製し、孔内を埋め
尽くした細胞が自重で沈降し、内部が空洞のスフェロイドを構築する様子を観察して
いる[29]。本手法も同様に 3 次元的な細胞組織を構築できる。一方で、細胞組織の足






















































































本論文は、全 6 章から構成される。 
第 2 章では、バイオマイクロデバイスによる細胞の培養の観点から、多層の細胞組









第 3 章では、第 2 章と同様にバイオマイクロデバイスによる細胞培養能の観点か
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3 次元的な構造をアセンブリする手法と比較し、あらかじめマイクロ流路内に 3 次元
の構造を集積する場合、2 次元的な加工法である半導体加工技術を応用するので、細



























































































ドットサイズを 1 m から 6 m まで、格子間隔となるドット間隔を 5 m から 26 
m まで変化させ、条件探索時にメンブレンが閉孔することがないように、ドット
をそのサイズ分だけずれるように、パターンを配置する。また、ドットパターンか
らの露光光が上面まで到達する範囲を 500 m とし、傾斜露光の際、流路壁が片側




角度Eを 30 °とする。空気の屈折率を 1.0、SU-8 の屈折率を 1.65 として、SU-8 層
への入射角を計算すると 58.34 °となる。垂直多孔メンブレンは、2 回の傾斜露光に
より露光する。2 回の傾斜露光時における露光量は等量とし、本文中に記載する露
光量はその合計量とする。評価実験における露光量は、300 mJ/cm2から 600 mJ/cm2





図 2-2 傾斜露光における作製条件評価用ドットパターン 
 
 





SU-8 を感光できる。また、あらかじめ Cr パターンを用いて作製されるパターンの
みを利用するので、アライメントは必要ない。厚み 0.5 mm のガラス基板（角カバ
ーグラス No.5 30 mm×40 mm, 松浪硝子）を硫酸（EL 硫酸（96%）、関東化学）と
過酸過水素（EL 過酸化水素水、関東化学）を体積比 3:1 で混合した硫酸過水を用
いて洗浄する。洗浄時の温度は 90 °C であり、洗浄時間は 5 min である。高周波マ
グネトロンスパッタリング装置（E-200S、キャノンアネルバ）を用いて、目標膜厚
300 nm の Cr 薄膜をガラス基板上にスパッタ成膜する(図 2-4 (a))。Cr 薄膜上にポジ
ティブ型フォトレジスト（MICROPOSIT S1813G、ローム・アンド・ハース電子材
料）を目標膜厚 1 m として、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s で、スピンコータ
（1H-DX2、ミカサ）を用いてスピンコートする。ホットプレート（ND-1、アズワ
ン）を用いて、温度 115 °C、時間 3 min でプリベーク後のレジストに対して、露光
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機（PM50C-125A1, ウシオ電機）により、露光量 80 mJ/cm2で露光した後、2.38 wt%
の水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH）現像液（NMD-3、東京応化工業）に
浸し、現像時間 2 min で現像する。さらに、Cr エッチング液（Cr etchant TK、林純
薬工業）に浸し、エッチング時間 1 min で、ドットパターンをガラス基板上に形成
する(図 2-4 (b))。さらに、露光機を用いて、露光量 200 mJ/cm2で基板全面を露光し、
2.38 wt%の水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH）現像液を用いて、Cr 膜上の
レジスト S1813G を除去する。スプレーコータ（DC110、ナノテック）を利用して
目標膜厚 150 m で、SU-8 3005 (Microchem)を塗布する(図 2-4 (c))。塗布した基板
は、ホットプレートを用いて、ベーク温度 95 °C、ベーク時間 10 h で Soft bake に




2 回の露光の合計露光量を 300、400、500、600 mJ/cm2に設定する。SU-8 の露光後、
架橋反応促進として Post exposure bake を、ホットプレートを用いて、ベーク温度
95 °C、ベーク時間 10 min でベークし(図 2-4 (e))、室温まで降温させた後、プロピレ
ングリコールメチルエーテルアセタート（PGMEA）を主成分とする SU-8 現像液
（SU-8 Developer、Microchem)により現像、2-プロパノール（EL 2-プロパノール、
関東化学）を用いてリンスする(図 2-4 (f))。現像時間とリンス時間は共に 2 min で
ある。各現像、エッチングおよび洗浄後には 500 mLのテフロンカップに満たした
純水により、リンスを 3 回行う。作製後、走査型電子顕微鏡（SEM, JCM-5700LV, 日
本電子）を利用して形状を観察する。 
   
(a) Cr deposition (b) Cr layer patterning (c) SU-8 deposition 
 
  
(d) Inclined exposure (e) Post exposure bake (f) Development 








アッシングを行う。基本条件は、電力 200 W、基板温度 60 °C、酸素流量 110 sccm、















60 °C、酸素流量 110 sccm、圧力 40 Pa の条件でアッシングする。アッシング後、構
造を SEM により観察、評価する。 
 
 







構造は、細胞の代謝物質のみを透過させることを目的に、孔のサイズを 10 m 以下、
細胞導入と培地の送液、構築される 3 次元細胞組織の大きさを考慮し、垂直多孔メ
ンブレン高さの目標値を 50 m 以上とした[16]。設計した垂直多孔メンブレン作製
用ドットパターンを有するマイクロ流路パターンを図 2-6(a)に示す。流路図面には、
合計 4 組の inlet と outlet を設計しており、各流路から細胞懸濁液を導入する。各流
路は垂直多孔メンブレンにより接続されている。傾斜露光法により作製される構造
の大きさを考慮し、垂直多孔メンブレン作製用の設計値としてドットサイズを 4 m、
ドット間隔を 10 m とした。また、垂直多孔メンブレン部の幅は 300 m、間隔は





化水素水、関東化学）を体積比 3:1 で混合し、90 °C に熱した状態で、0.5 mm 厚の
ガラス基板（CS00553、松浪硝子）を 5 min 洗浄する。次に、目標膜厚 300 nm で Al
薄膜を真空熱蒸着装置（VPC-1100、アルバック機工）により蒸着する。S1813G を
スピンコータにより、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。露光
機を用いて、露光量 80 mJ/cm2でガラス基板上にドットパターンを有する流路パタ
ーンを作製する。この時、現像液には 2.38 wt%の水酸化テトラメチルアンモニウム
（TMAH）現像液（NMD-3, 東京応化工業）、エッチング液には混酸 Al エッチング
溶液（混酸 P 液、森田化学工業）を用いる。さらに、露光機を用いて、露光量 200 
mJ/cm2で基板全面を露光し、2.38 wt%の水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH）
現像液を用いて、Al 膜上のレジスト S1813G を除去する。パターン上に剥離防止を
目的に、Oligomeric Adhesion Promoter（OAP、東京応化工業）を、回転速度 4000 rpm、
回転時間 30 s でスピンコートし、温度 200 °C、加熱時間 1 min で加熱する。さら
に、SU-8 3050（MicroChem）を、膜厚が 50 m 以上となるように、回転速度 1000 
rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。塗布した基板は、ホットプレートを用い
て、ベーク温度 65 °C、5 min と 95 °C、10 h、リラクゼーション 1 h で Soft bake に
より、塗布した SU-8 の溶媒を除去した後、合計露光量が 420 mJ/cm2となるように
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裏面露光を行う。Post exposure bake(PEB)を 65 °C、5 min と 95 °C、5 min、リラクゼ
ーションを 1 h 行う。SU-8 現像液により現像時間 1 h で現像し、2-propanol による
リンスを 2 min 行い、傾斜酸素アッシングを行う。傾斜酸素アッシングは、チャン
バ内で、傾斜角 45 °となるように基板を設置し、片面当たり 10 min 間の傾斜酸素ア
ッシングをメンブレンの両面に対して行う。アッシング条件は、加工精度評価時と
同様である。パターニングに利用した Al 薄膜を混酸 Al エッチング溶液にて除去し
た後、200 °C で 2 h ハードベークを行う。各現像、エッチングおよび洗浄後には 500 












を評価する。播種する細胞は肝臓癌の株化細胞である HepG2 細胞(HepG2 Human 
Hepatocellular Cercinomma Cell, コスモバイオ)を利用する。接着性細胞であり、構造
上に播種し、その構造表面の細胞に対する影響や培養への影響などを評価する研究
に用いられている。また、Organ-on-a-Chip や Body-on-a-Chip の評価用細胞としても
よく利用されている[17]。 
流路内での培養手順を以下に示す。まず、作製した構造を 78 %エタノール(Rstage)
に時間 10 min 浸漬し、消毒する。Phosphate buffered salt (PBS)を 5 mLずつ、3 回浸
漬し、エタノールを置換する。フィブロネクチン(ThermoFisher)を 10 L と PBS を
10 mL を混合した溶液に、時間 30 min で浸漬し、細胞の接着性を向上させる目的
で、フィブロネクチンを表面コートする。その後、再度、PBS を 4 mL ずつ用いて、
3 回リンスする。さらに、シリコーン樹脂の一つである Dimethylpolysiloxane (PDMS)
基板を利用して流路を封止する。一方で、底面積 25 cm2のフラスコ（ビオラモ）内
でコンフルエントとなるまで培養した HepG2 細胞を、トリプシンを用いて剥離し
回収する。染色液として、Cell tracker red (C34552, ThermoFisher)を Dimethyl sulfoxide 
(Merck) 12.5 L で溶解し、PBS 10 mL と混合する。回収した HepG2 細胞を染色液
内に移し、温度 37 °C、CO2濃度 5 %のインキュベータ（MCO-5AC, パナソニック
ヘルスケア）内で、静置時間 30 min で染色する。次に、細胞内に浸透していない染
色液除去の目的で、遠心分離機（SRX-201、トミー精工）により、PBS を 5 mLずつ
用いて、回転数 900 rpm、時間 10 min で遠心分離を 3 回繰り返し、細胞外の染色物
質を除去する。遠心分離後、PBS を取り除き、培地を 5 mL 加え細胞懸濁液が完成
する。作製した細胞濃度 5.4×106 cell/ml の細胞懸濁液を 200 L、流路内に導入す
る。流路をシャーレの底面に対して垂直に立て、インキュベータ内で、時間 24 h で
静置培養する。流路を封止している PDMS を取り外し、接着していない細胞を振る
い落とす目的で解放部を下にして、培地 10 mL を入れたシャーレ内に流路チップを
配置する。その後、シャーレ内から取り出し、前述のエタノール置換と同じ条件で
































を青、400 mJ/cm2を緑、500 mJ/cm2を黄、600 mJ/cm2を赤で示している。垂直多孔
メンブレンは傾斜露光を 2 回行うことで作製される。ここでの露光量は垂直多孔メ
ンブレン作製に利用した総露光量であり、各傾斜露光時の露光量はその半分である。
ここで、図 2-7 (a)と図 2-7 (b)に示した、崩壊、あるいは孔の開孔していない垂直多
孔メンブレンは、グラフ中にはプロットしていない。また、基板表面に最も近い部
分の孔については、開孔している場合、孔の中心は基板表面と同じ高さとなるので、













高さ 50 m以上の完全に開孔した垂直多孔メンブレン作製は、ドットサイズ 3 m、





(a) Collapse: ドットサイズ 4 m ドッ
ト間隔 22 m 露光量 300 mJ/cm2 
(b) Standing with no pore: ドットサイ
ズ 6 m ドット間隔 8 m 露光量 500 
mJ/cm2 
  
(c) Porous to middle point: ドットサイ
ズ 4 m ドット間隔 10 m 露光量 500 
mJ/cm2 
(d) Standing and full porous: ドットサ
イズ 6 m ドット間隔 20 m 露光量
300 mJ/cm2 






図 2-8 ドットサイズ 3 m、ドット間隔 9 m、露光量 600 mJ/cm2で作製した、
















示す。アッシング時間 10 min までは、エッチング量は測定されず、時間 20 min 以






発生し、さらに SU-8 表面の表面粗さが増し、炭化した SU-8 が除去されにくくなる
ために、長時間の連続酸素アッシングではエッチング速度は低下すると考えられる。
本章で提案する方法は、エッチング量として数m 以下を必要とするので、アッシ
ング時間は 10 から 20 min 間で十分であると考えられる。 
傾斜酸素アッシングの評価には、アッシング前では孔が閉孔しているドットサイ
ズ 3 m、ドット間隔 5 から 9 m、露光量 600 mJ/cm2で作製した垂直多孔メンブレ
ンを利用した。垂直多孔メンブレンを反応性イオンエッチング装置チャンバの基板
ステージに対して角度 45 °で傾斜させ、傾斜酸素アッシングを時間 10 min と 20 min
で行った。傾斜酸素アッシングを行った垂直多孔メンブレンを図 2-11 に示す。10 
min 間の傾斜酸素アッシングにより、垂直多孔メンブレンの表面はエッチングされ
ており、特に、ドット間隔 7 m や 9 m の垂直多孔メンブレンのように、薄膜に
より閉孔している垂直多孔メンブレンの孔ではアッシングにより開孔率が向上し
た。一方で、ドット間隔 5 m の垂直多孔メンブレンでは、開孔率は向上しなかっ






的な孔の形状を、空気の屈折率を 1、SU-8 の屈折率を 1.65 としてスネルの法則よ





























(a-1) No ashing, 
       5 m interval. 
 
(a-2) Ashing for 10 min,  
5 m interval. 
 
(a-3) Ashing for 20 min,  
5 m interval. 
 
(b-1) No ashing, 
7 m interval. 
 
(b-2) Ashing for 10 min,  
7 m interval. 
 
(b-3) Ashing for 20 min, 
7 m interval. 
 
(c-1) No ashing,  
       9 m interval. 
 
(c-2) Ashing for 10 min,  
9 m interval. 
 
(c-3) Ashing for 20 min,  
9 m interval. 






(a) 5 m interval (b) 7 m interval 
  
(c) 9 m interval (d) Symbol list 






は観察されない。露光量 420 mJ/cm2、片側に対してアッシング時間 10 min で作製





れ 5 つの孔を選定し測定した。測定した孔サイズは、基板底面部で横幅 6.84±0.59 






















図 2-13 作製した垂直多孔メンブレンを集積したマイクロ流路の SEM 画像 
  
2.4.4 マイクロ流路チップ内での細胞培養 
倒立型蛍光顕微鏡(IX71, Olympus)、CCD カメラ(C7190, 浜松ホトニクス)を利用
して、HepG2 細胞を播種した垂直多孔メンブレンの蛍光画像を取得した。取得した
























   
(c) 底部（基板底部より
約 0 m の高さ） 
(d) 中間部（基板底部
より約 40 m の高さ） 
(e) 頂部（基板底部より約 80 
m の高さ） 























案技術により、細胞サイズ以下の孔を有する高さ 50 m 以上の垂直多孔薄膜を、アセ
ンブリ工程を用いることなくマイクロ流路内に集積した。そして、作製した垂直多孔メ
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2 次元と 3 次元構造の混在する、高度な生体組織の再現や生体機能解明は、同様に
2 次元かつ 3 次元の構造を有した複雑な足場構造（スカフォールド）を必要とする。
生体内組織は、組織関門などの 2 次元的境界と臓器細胞の 3 次元的な配列からなる。
これらの組織をスカフォールド上に細胞播種のみにより再現する場合、スカフォール
ドは 2 次元と 3 次元の微細構造を有していなければならない。しかし、微細な 2 次
元構造は平面上での加工を基本とした半導体加工技術を利用して作製される[10, 11]。
一方で、微細な 3 次元的構造については、相分離法や 3D プリンティングなどを利用
して作製されるので、作製工程の相違から両構造を有した微細構造の作製は難しい
[12]。 















そこで本章では、厚膜感光性材料の接着性を利用した 2 次元多孔メンブレンと 3 次
元ポーラス構造の接着集積技術を提案する。厚膜感光性材料は半導体や MEMS 作製
を目的とした材料であることから解像度に優れ、細胞サイズ以下の構造を構築できる。

















































(a) 露光量を調整した裏面露光 (b) ポーラス構造の接着 

















を 5 m に設計したパターンを利用する。多孔メンブレン集積スカフォールドは、



















(a) 俯瞰 (b) 断面 













8 を塗布し溶媒を気化させる前に Alvetex Scaffold を配置する「単層塗布 SU-8 層によ
る試作」、溶媒を気化させた SU-8 層上に 2 層目の SU-8 を塗布し Alvetex Scaffold を配
置する「2 層塗布 SU-8 層による試作」、塗布した SU-8 層の溶媒を気化させ、裏面か






3.4 単層塗布 SU-8 層による試作 
3.4.1 作製方法 
単層塗布された SU-8 層を利用した多孔メンブレンのポーラス構造上への集積を
行った。作製方法は、まず、厚み 0.5 mm のガラス基板（角カバーグラス No.5 30 
mm×40 mm, 松浪硝子）を、硫酸（EL 硫酸（96%）、関東化学）と過酸化水素水（EL 
過酸化水素水、関東化学）を体積比 3:1 で混合し、90 °C に加熱した状態で 5 min 洗
浄する。RF マグネトロンスパッタリング装置（E-200S、キヤノンアネルバ）を用い
たスパッタリング法により目標膜厚 100 nm で Cr 薄膜を成膜する。次に、スピンコ
ータ（1H-DX2、ミカサ）を用い、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s で、ポジティ
ブ型フォトレジスト MICROPOSIT S1813G（ローム・アンド・ハース電子材料）を
成膜する。温度 115 °C、時間 3 min で加熱し溶媒を気化させる。露光機（PM50C-
125A1、ウシオ電機）により、露光量 150 mJ/cm2でガラス基板上にメッシュパター
ンを作製する。この時、現像液には、2.38 wt%の水酸化テトラメチルアンモニウム
（TMAH）現像液（NMD-3, 東京応化工業）、エッチング液には Cr エッチング溶液
（Cr etchant TK、林純薬工業）を用いる。硫酸（EL 硫酸（96%）、関東化学）と過
酸化水素水（EL 過酸化水素水、関東化学）を体積比 3:1 で混合し、90 °C、5 min 浄
した、パターンを転写したガラス基板上に、脂肪族イミド共重合物からなる犠牲層
を形成するオムニコート（Omnicoat、Microchem）を目標膜厚約 20 nm で、回転速
度 1000 rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。成膜したオムニコートを、温度
200 °C、時間 1 min、リラクゼーション時間 30 min で加熱、降温し溶媒を気化させ
る。成膜後 SU-8 3005（Microchem）を、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s でスピ
ンコートする。塗布した SU-8 上に Alvetex scaffold を配置する。単層塗布された直
後の SU-8 は溶媒を含んでおり、流動性を有しているので、表面張力によりポーラ
ス構造である Alvetex Scaffold 内部に浸透する。SU-8 の Alvetex scaffold 内への浸透
後、温度 65 °C、時間 5 min と温度 95 °C、時間 5 min とリラクゼーション 1 h から
なる Soft bake により SU-8 の溶媒を気化する。溶媒を気化した後、ガラス基板裏面
側から、露光量 60、70、80 mJ/cm2の 3 条件で露光する。その後、露光後加熱とし
て、ホットプレート上で、温度 65 °C、時間 1 min と、温度 95 °C、時間 1 min、リ
ラクゼーション 1 h の組み合わせで PEB を行い、プロピレングリコールメチルエー
テルアセタート（PGMEA）を主成分とする SU-8 現像液（SU-8 Developer、Microchem)






せる。最長 3 h 程度で、犠牲層であるオムニコートが溶解し、構造が剥離する。各
現像、エッチングおよび洗浄後には 500 mL のテフロンカップに満たした純水によ









scaffold のポーラス構造を保持していた。すなわち、SU-8 上への Alvetex scaffold の
配置から剥離までの工程において、Alvetex scaffold の構造は欠損しないと考えられ
る。 








































厚み 0.5 mm のガラス基板を、硫酸と過酸化水素水を体積比 3:1 で混合し、90 °C
に加熱した状態で 5 min 洗浄する。RF マグネトロンスパッタリング装置を用いた
スパッタリング法により目標膜厚 100 nm で Cr 薄膜を成膜する。次に、スピンコー
タを用い、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s で、ポジティブ型フォトレジスト
MICROPOSIT S1813G を目標膜厚 1 m で成膜する。ホットプレート上で、温度
115 °C、時間 3 min で加熱し溶媒を気化させる。露光機により、露光量 150 mJ/cm2
でガラス基板上に Cr 薄膜のメッシュパターンを作製する。この時、現像液には、
TMAH 現像液、エッチング液には、Cr エッチング溶液を用いる。パターンを転写
したガラス基板上に、犠牲層を形成するオムニコートを目標膜厚約 20 nm で、回転
速度 1000 rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。ホットプレートで、温度 200 °C、
時間 1 min の加熱により、オムニコートの溶媒を気化する。SU-8 3005 を目標膜厚
5 m で回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。ホットプレート上
で、温度 65 °C、時間 5 min と、温度 95 °C、時間 5 min、リラクゼーション 1 h の組
み合わせで、SU-8 3005 を加熱し溶媒を気化させる。さらに、溶媒が気化した SU-8
上に、2 層目となる SU-8 を目標膜厚 5 m で、回転速度 4000 rpm、時間 30 s でスピ
ンコートする。その後、SU-8 が乾燥する前に、塗布した SU-8 上に Alvetex scaffold
を配置する。その後、ホットプレート上で、温度 65 °C、時間 5 min と、温度 95 °C、
時間 5 min、リラクゼーション 1 h の組み合わせで、2 層目の SU-8 の溶媒を気化さ
せる。その後、裏面露光により多孔メンブレンのパターンを露光する。露光量は、
40 mJ/cm2、 80 mJ/cm2、120 mJ/cm2の 3 条件とした。その後、露光後加熱（PEB）
として、ホットプレート上で、温度 65 °C、時間 1 min と、温度 95 °C、時間 1 min、
リラクゼーション 1 h の組み合わせで PEB をした後に、基板を、SU-8 現像液に 30 
min 浸して未感光部を現像し、最後に、TMAH 現像液に浸漬すると、最長 3 h 程度
で、犠牲層であるオムニコートが溶解し、構造が剥離する。各現像、エッチングお





2層塗布を利用して集積した多孔メンブレンの SEM画像を図 3-7から図 3-9に示
す。ポーラス構造である Alvetex scaffold 上には、パターンが形成されてない SU-8
接着部と SU-8 の存在しない箇所がランダムに存在する様子が、いずれの画像にも
みられる。また、3 つの露光条件全てで同様の構造が観察された。 
以上の結果より、あらかじめはじめに溶媒を気化させた SU-8 第 1 層も、SU-8 第
2 層の Soft bake 時あるいは感光後の PEB により、流動性を回復していると考えら
れる。また、流動性を回復した結果、表面張力により Alvetex scaffold に SU-8 は引
き付けられていると考えられる。表面張力により Alvetex scaffold 内に引き付けられ






   
(a) 広域 (b) 狭域 (c) 局所 
図 3-7 露光量 40 mJ/cm2 で集積した SU-8 層の SEM 画像 
 
   
(a) 広域 (b) 狭域 (c) 局所 
図 3-8 露光量 80 mJ/cm2 で集積した SU-8 層の SEM 画像 
 
   
(a) 広域 (b) 狭域 (c) 局所 





3.6 単層成膜 SU-8 層による試作 
3.6.1 作製方法 
3.4 節、および、3.5 節の結果より、露光前の SU-8 上に Alvetex scaffold を配置す
る工程とした場合、SU-8 の溶媒を気化する加熱の有無に関係なく、メンブレン構
造上に SU-8 が斑構造となることがわかった。さらに、SU-8 で形成された斑構造内
にも、その後の露光工程で造形される多孔パターンは見られなかった。溶媒の有無
によらず、露光前の加熱では、SU-8 の流動性が高くなることが主な原因と考えら
れた。一方で、SU-8 の一般的な加工工程から、露光後の SU-8 については、流動性
は発生せず、露光パターンを維持すると考えられる。 
そこで、単層成膜した SU-8 に対して、露光部と未露光部を高さ方向に分布形成
して、その上に Alvetex scaffold を配置する、単層成膜による多孔メンブレン集積方
法を提案する。溶媒を除去していない SU-8 に Alvetex scaffold を配置する単層塗布
に対し、単層成膜では、塗布後に Soft bake により溶媒を除去し、裏面露光の後、
SU-8 層に Alvetex scaffold を配置する。露光光の散乱によるパターンの消失を防ぐ
目的で、Alvetex scaffold を配置する前に裏面露光により多孔パターンを感光する。
加熱により SU-8 の未露光部の流動性を回復させ、表面張力を利用し、Alvetex 
scaffold 内に SU-8 を浸透させる。その後、再度ガラス基板裏面側から露光し接着層
を作製する。 
まず、厚み 0.5 mm のガラス基板を、硫酸と過酸化水素水を 3:1 の体積比で混合
し、90 °C に加熱した状態で 5 min 洗浄し、RF マグネトロンスパッタリング装置を
用いたスパッタリング法により目標膜厚 100 nm で Cr 薄膜を成膜する。次に、スピ
ンコータを用い、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s で、ポジティブ型フォトレジス
ト MICROPOSIT S1813G を目標膜厚 1 m で成膜する。ホットプレート上で、温度
115 °C、時間 3 min で加熱し溶媒を気化させる。露光機により、露光量 80 mJ/cm2で
ガラス基板上に Cr 薄膜のメッシュパターンを作製する。この時、現像液には TMAH
現像液、エッチング液には Cr エッチング溶液を用いる。パターンを転写したガラ
ス基板上に、犠牲層を形成するオムニコートを目標膜厚約 20 nm で、回転速度 1000 
rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。ホットプレートで、温度 200 °C、時間 1 
min の加熱と 30 min のリラクゼーションにより、オムニコートの溶媒を気化する。
次に、SU-8 3005 を目標膜厚 10 m として、回転速度 1000 rpm、回転時間 30 s でス
ピンコートし、ホットプレート上で、温度 65 °C、時間 5 min と、温度 95 °C、時間
60 
 




トプレート上で、温度 65 °C、時間 1 min と、温度 95 °C、時間 1 min、リラクゼー
ション 1 h の組み合わせで加熱し、直後に Alvetex scaffold を SU-8 上部に配置し、
架橋反応の促進と未感光の SU-8 の流動性の回復を同時に行う。流動性を回復した
SU-8 は表面張力により Alvetex scaffold に浸透する。その後、浸透した SU-8 に対し
てガラス基板裏面側から、露光量 70 mJ/cm2で 2 回目の露光を行い、接着部分を感
光する。その後、露光後加熱として、ホットプレート上で、温度 65 °C、時間 1 min
と、温度 95 °C、時間 1 min、リラクゼーション 1 h の組み合わせで加熱し、最後に、
SU-8 層を、現像時間 10 min で現像した後、TMAH 現像液に浸漬すると、最長 3 h
程度で構造が剥離する。各現像、エッチングおよび洗浄後には 500 mL のテフロン






SEM 画像を図 3-10 に示す。集積した構造内で、接着層は多孔部を取り囲むように
あることがわかる（図 3-10(a)）。さらに、多孔部分を拡大したところ、複数の孔が
観察された（図 3-10(b)）。孔部分には、白色の箇所と黒色の箇所が存在している。
裏面側にある Alvetex scaffold の近接している箇所は白色が強く、一方で、近接して
いない箇所は SEM の 2 次電子量は小さくなるので、黒色に見える。さらに孔部を
拡大したところ、観測した範囲全てにおいて孔の開孔している様子が観察された
（図 3-10(c)）。ピンセットを利用して多孔メンブレン部分の一部を破断し、その破
断面を観察した（図 3-10(d)）。孔、および断面部の任意の 10 か所を Image J（NIH）
を利用した画像解析により計測した結果、孔の大きさは、3.46±0.07 mその厚みは、
8.29±0.11 m であった。 
以上の SEM 観察結果より、提案する加工方法により、微細な孔を有する多孔メ





因と考えられる。作製した構造について、2 次元多孔メンブレンは Alvetex scaffold
に接着していることから、裏面露光の際に SU-8 層は膜厚方向の途中までが露光さ
れており、未露光の SU-8 層が Alvetex scaffold との接触側に残存し、接着層として








(a) 全体 (b) 広域 
  
(c) 狭域 (d) 45 °傾斜 








作製した多孔メンブレン集積スカフォールドを利用して、2 次元と 3 次元の構造
を有する細胞組織構築実験を行った。多孔メンブレン集積スカフォールドへの播種
細胞は、接着性の株化細胞である HepG2 細胞と HeLa-H2B-GFP (HeLa)細胞とした。
また、培養には、Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high glucose（D5796500ML、
Sigma）500 mLにウシ胎仔血（35-076-CV、コーニング）を 50 mL、ペニシリンスト
レプトマイシン（P4333-20ML、Sigma）を 1 mL 加えた培地を用いた。 
実験の手順を示す。まず、底面積 25 cm2のフラスコ内で、HeLa 細胞をコンフル
エントになるまで培養する。トリプシン（0.25% tripsin-EDTA(1X)、gibco）を利用し、
HeLa 細胞をフラスコから剥離させ回収する。回収した全ての HeLa 細胞と 5 mL の
培地を混合して細胞懸濁液を作製する。多孔メンブレン集積スカフォールドをフィ
ブロネクチン（Human Plasma Fibronectin Purified Protein、FC010、Fisher Scientific）
10 L と PBS 10 mL を混合した溶液に時間 30 min 浸漬し、PBS で 3 回リンスする。
200 L の細胞懸濁液を多孔メンブレン集積スカフォールドのポーラス構造側に滴
下する。同様に底面積 25 cm2 のフラスコ内で、HepG2 細胞をコンフルエントにな
るまで培養、回収する。HepG2 細胞を Cell tracker red と Dimethyl sulfoxide（DMSO）
の混合液 12.5 L と PBS 10 mL を混合した染色液に時間 30 min 浸漬して染色する。
PBS を利用した遠心分離（SRX-201、トミー精工）を回転数 900 rpm、回転時間 5 
min の条件を 3 回繰り返し、5 mL の培地と細胞を混合して細胞懸濁液を作製した。 
多孔メンブレン集積スカフォールドへの細胞構造の形成評価においては、Alvetex 
scaffold 側の 3 次元細胞構造として HeLa 細胞の 3 次元構造を、メンブレン側の平
面膜状細胞構造として HepG2 細胞の 2 次元構造を形成することを試みた。あらか
じめ HeLa 細胞を Alvetex scaffold 側で培養した状態を準備し、その後、HepG2 細胞




本実験では、まず、HeLa 細胞の Alvetex scaffold への接着と播種直後の状態を観
察するため、HeLa 細胞播種後 24 時間経過時に HepG2 細胞を播種し、各表面と断




ルドのスカフォールド面を数日観察する。最終的に、HeLa 細胞が Alvetex scaffold




まず、HeLa 細胞をスカフォールド側に播種してから 24 時間後に、HepG2 細胞を
多孔メンブレン側に播種し、さらに、2 日間共培養を行った際の多孔メンブレン集
積スカフォールド表面の蛍光画像を図 3-11 に示す。多孔メンブレン側の HepG2 細












ォールドの表面にしか接着せず、スカフォールド内部を HeLa 細胞で満たして 3 次
元の細胞構造を再現するには、共培養前に、長期間の HeLa 細胞を培養する必要が
あることがわかった。 
そこで、多孔メンブレンのスカフォールド側に HeLa 細胞を播種した後、HeLa 細
胞のみを長期間培養した結果として、多孔メンブレン側とスカフォールド側のそれ
ぞれの蛍光画像を図 3-13 と図 3-14 に示す。播種後 3 日目においては、細胞からの
蛍光はスカフォールド側にしか見られない。播種後 12 日目以降では、細胞からの
蛍光は多孔メンブレン下にも見られる。播種後 19 日目に、多孔メンブレン集積ス






























図 3-12 HeLa 細胞播種 3 日後、HepG2 細胞播種 2 日後の多孔メンブレン集積スカフ
ォールドの断面蛍光画像 
  
300 m 300 m 






   
(a) 播種後 3 日後 (b) 播種後 12 日目 (c) 播種後 19 日目 
図 3-13 HeLa 細胞をスカフォールド側に播種した多孔メンブレン集積スカフォー
ルドの多孔メンブレン側の時系列観察蛍光画像 
 
   
(a) 播種後 3 日後 (b) 播種後 12 日目 (c) 播種後 19 日目 













100 m 100 m 





(a) 共培養 5 日目の多孔メンブレン集
積スカフォールドの多孔メンブレン側
の蛍光画像 
(b) 共培養 5 日目の多孔メンブレン集
積スカフォールドのスカフォールド側
の蛍光画像 
図 3-16 共培養 5 日目の蛍光画像 
 
 














カフォールドを作製した。提案手法により、孔サイズ 3.46±0.07 m、厚み 8.29±0.11 
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Optogenetics の従来研究は、ディッシュ上のサンプルで実験を行う in vitro[25]、生
体を用いて実験を行う in vivo[26, 27]の、2 つに大別される。それぞれの研究に向けた
デバイスの開発動向を、光源を含んだデバイスの大きさと、刺激領域に分類し、それ


































































































時と、界面抵抗を取得する時の実験系をそれぞれ図 4-3 と図 4-4 に示す。まず、電解






験器)で出力することのできる最小値 0.01 mA にて電解めっきを行った。印加される
電荷量から算出される析出量は、100 秒間で約 1 m である。しかし、約 5 分間電圧
を加え続けたところ白金の析出は観察されなかった。これは、電源装置で出力可能な
最大電圧が 15 V であるので、端子間の抵抗値が 1500 kΩ 以上の場合、出力電流が安
定しないことが原因と考えられる。 
























図 4-3 白金電解めっきの実験系 
 
 







(a)マイクロスコープ画像 (b)SEM 画像 





図 4-6 電極抵抗値計測実験の様子 
 
表 4-1 電極の平均抵抗値と標準偏差 [単位: kΩ] 
 平均値 標準偏差 最高値 最低値 
通常チップ 1176 48.0 1350 1090 















































図 4-9 基板加工によるマイクロレンズ作製方法[44] 
 
 





電極材料には薬剤耐性の高さ・抵抗値の低さを理由に Au を用いる。 
作製工程の概要は、まず、フッ化水素酸での影響を考慮し、マイクロレンズとなる
半球形状からチップ上に作製する手法を試みた。硫酸（EL 硫酸（96%）、関東化学）
と過酸化水素水（EL 過酸化水素水、関東化学）を 3:1 の体積比で混合し 90 °C に加
熱した硫酸過水を用い、5 min 洗浄した 50 mm×50 mm×0.7 mm のパイレックスガラ
ス基板上に、Cr 薄膜を 2500 Å の膜厚でスパッタ成膜する。S1805 を回転数 4000 rpm、
時間 30 sec でスピンコートし、80 °C、5 min Soft bake する。123.6 mJ/cm2の露光量で
露光する。2.38 wt%の水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH）現像液（NMD-3、 





グ液 TK、林純薬工業）に 30 から 60 sec 浸し薄膜上に 10 m のホールパターンを形
成する。その後、フッ化水素酸（半導体用フッ化水素酸 50%、ダイキン工業）に浸し、
時間 3 min でエッチングする。表面を、90 °C の硫酸過水を用いて 5 min 洗浄する。
次に、パターニングに使用した Cr 薄膜を Cr エッチング液を用いて除去する。洗浄し
たガラス基板に対し Cr 薄膜を目標膜厚 50 nm、Au 薄膜を 1 m スパッタリングによ
り成膜する。成膜した Au 薄膜上に Oligomeric Adhesion Promoter（OAP、東京応化工
業）を、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 sec でスピンコートし、S1805 を回転速度
4000 rpm、時間 30 sec でスピンコートする。80 °C、5 min Soft bake する。露光量 41.2 
mJ/cm2 で露光し、TMAH 現像液を用いて現像する。ヨウ素ヨウ化カリウム溶液を用













チングにより Cr 薄膜上に 10 m のホールパターンを作製する。フッ化水素酸による
等方エッチングによる基板加工により半球形状を作製する。123.6 mJ/cm2の露光量で
全面を感光し、TMAH 現像液を用いて現像を 1 min 行う。パターニングに利用した Cr
薄膜をエッチングにより除去する。Cr 薄膜、および、Au 薄膜の膜厚は、エッチング









(a)マイクロレンズ→電極(Au 残存) (b)電極→マイクロレンズ(良好) 









み 1 m の金配線と SU-8 絶縁層、そして白金を電解めっきしたチップを作製する。
作製断面模式図を図 4-12 に示す。作製工程の概要を以下に示す。 
 ガラス基板（50 mm×50 mm×0.7 mm のパイレックスガラス基板）を、硫酸と
過酸化水素水を 3:1 の体積比で混合し、90 °C に加熱した状態で 5 min 洗浄する。
RF マグネトロンスパッタリング装置を利用し、目標膜厚がそれぞれを 500 Å と





グする。SU-8 3005 を回転速度 3000 rpm、回転時間 30 sec で成膜する。95 °C 3 min 




件で PEB を行い、1 h リラクゼーションする。現像液（SU-8 developer、Microchem）
に 2 min 浸して現像し、2-プロパノール（EL 2-プロパノール、関東化学）を用いて
2 min リンスする。各現像、エッチングおよび洗浄後には 500 mL のテフロンカップ
に満たした純水により、リンスを 3 回行う。120 °C 1 h ハードベークを行う。ガラ
ス基板にガラスリングを、PDMS を用いて接着し、細胞培養用のチャンバとする。
チャンバ内に白金電解液（DEFB2004、平沼産業）を充填させ、電解めっきにより
電極パッド上へ 40000 mA/cm2、10 min の条件で白金をめっきする。めっき後、0.1 

















 作製したチップの画像を図 4-13 に示す。電極パッドはチップの中心に作製され
ている。電極パッド表面は白金でめっきされている。その他の領域は SU-8 により
コーティングされている。チップ表面の状態より、神経細胞に接触する材料は白金
あるいは SU-8 のいずれかとなる。 
 
 
























図 4-14 各基板上で培養した神経細胞の画像 
 
次に、神経細胞の密度による神経細胞ネットワークの構築性を評価した。細胞密














図 4-15 細胞密度を変化させて各基板上で培養した神経細胞の画像 
 
SU-8 は、加熱により未架橋部分を完全に架橋させることができるので、これま
でのチップでは、ハードベークを 120 °C で行ってきた。しかし、120 °C では十分








(a)ポリスチレンチップ (b) SU-8 のハードベーク条件を変更
したチップ 
図 4-16 各基板上で培養した神経細胞の画像 
  
200 m 200 m 





提案するチップ構成を図 4-17 に示す。チップには 50 mm 角、厚み 0.7 mm のガラ
ス基板を用いる。チップ中心には神経細胞ネットワークを培養液とともに配置する
ので、ガラスリングを取り付け、チャンバ部を作製している。チップ高さは取り付
けたガラスリングを含めた場合約 15.7 mm となる。マウスの脳における海馬のサイ
ズ等を考慮し、チップ基板中心の約 1 mm 角内に 64 個の電極を等間隔に配置する。
細胞の大きさが約 20~30 m、細胞間の平均間隔が約 50 m 程度であるので、電極










ガラス基板（50 mm×50 mm×0.7 mm のパイレックスガラス基板）を、硫酸と過
酸化水素水を 3:1 の体積比で混合し硫酸過水を、90 °C に加熱した状態で 5 min の条
件で洗浄する。RF マグネトロンスパッタリング装置を利用し、目標膜厚が 500 Å と





グする。硫酸と過酸化水素水を 3:1 の体積比で混合し、90 °C に加熱した状態で 5 
min の条件で洗浄する。RF マグネトロンスパッタリング装置を利用し、目標膜厚
1000 Å の Cr 薄膜を成膜する。S1805 を回転数 4000 rpm、回転時間 30 sec でスピン





10 m のホールを 2 つ作製する。半球形状をフッ化水素酸（半導体用フッ化水素
酸 50%、ダイキン工業）での等方ウェットエッチングにより形成する。90 °C の硫
酸過水を用いて 5 min 洗浄する。Cr 薄膜を Cr エッチャントにより除去する。SU-8 
3005 を回転速度 3000 rpm、回転時間 30 sec で成膜する。65 °C 2 min、95 °C 3 min 
Soft bake を行う。180 mJ/cm2の露光量で露光する。65 °C 1 min、95°C 1 min の条件
で PEB を行う。現像液（SU-8 developer、Microchem）に 2 min 浸して現像し、2-プ
ロパノール（EL 2-プロパノール、関東化学）を用いて 2 min リンスする。各現像、
エッチングおよび洗浄後には 500 mL のテフロンカップに満たした純水により、リ
ンスを 3 回行う。120 °C で 1 h ハードベークする。ガラス基板にガラスリングを、
PDMS を用いて接着し、細胞培養用のチャンバとする。チャンバ内に白金電解液
（DEFB2004、平沼産業）を充填させ、電解めっきにより電極パッド上へ 40000 
mA/cm2、10 min の条件で白金をめっきする。めっき後、0.1 mol/L の硫酸をチャン

















                    
 
 
図 4-17 提案チップの模式図 
 
  






























す。基板中心に 64 個の電極と、その電極間に 2 つのマイクロレンズが作製できて
いる。レンズの形状評価のために、新たに同じ条件で SU-8 塗布前のチップを作製
し、白色干渉計 (NT9100、 Veeco)にて形状の計測を行った。白色干渉計 (NT9100、 
Veeco)での取得画像を図 4-20 に示す。計測結果より、マイクロレンズの直径は約 90 
m、深さ約 38 m となった。マイクロレンズの半径 r、深さ hLから曲率半径 R が
次式で求まる。この結果を式(4-1)に代入して計算すると曲率半径 R は約 46 m で
あった。 
 








ここで、K はコーニック係数であり、半球形状の場合 K =0 とできる。 
また、テンパックスガラス (整形用ガラスリング 0801-421、 株式会社ニチカ)、
と SU-8 の屈折率 n1、n2を、それぞれ 1.47、1.65 とし式(4-2)を用いて計算すると、










1. PDMS と硬化剤を 10:1 の割合で混ぜ、遊星式攪拌装置（MAZERUSTAR、クラ
ボウ）で混合する。 
2. SU-8 保護膜形成前のチップに対し、PDMS の離型を容易にする目的で、PMMA
とトルエンを 1:10 で混合したバリアコート(Ba-6、信越シリコーン)を、スピン
コータを用いて塗布する。 
3. チップを配置したシャーレに PDMS を流し込む。 
4. 気泡発生を防ぐ目的で脱気を 45 min 行う。 
95 
 
5. PDMS をベーク (80 °C、2 hour)し硬化させる。 
6. 鋳型から離型させる。 
7. SEM を用いてマイクロレンズの画像を取得する。 







図 4-19 作製チップの画像 
 
 














きい Al を利用し作製する治具内に全波長の可視光を照射可能な 3W3 色 LED (3W
ハイパワーフルカラーRGBLED、Optosupply)を 2 つ格納する。3W3 色 LED は、
RGB3 色を照射できるので、理論上全波長の可視光を照射できる。治具内部は 2 つ
の区画に仕切られており、LED の光が互いに干渉することを防ぐ。治具の上部には
10 m のホールを設け、それぞれの LED からの光を絞る。LED を格納した治具






図 4-22 デバイス構成模式図 
 
 



























製する。立体構造の作製機器には、3D プリンタ等も存在するが、格納する 3W3 色
LED の排熱処理の目的で治具材料を Al とし、切削加工により作製する。LED 格納
治具の設計図を図 4-26 に示す。格納部は 2 つに区切られており、互いの光が干渉
しない構造となっている。上層には1 mm の貫通穴を 2 つ作製している。作製し
た治具を図 4-27 に示す。治具の干渉は生じていない。 
治具上部に設置する貫通穴付きの Si 基板を図 4-28 に示す。作製工程は、厚み 300 
m の Si 基板を加工し 2 つのホールを作製する。加工には誘導結合プラズマ反応
性イオンエッチング装置 (ICP-RIE、Multiplex-ICP、住友精密工業)を用い、誘導結合
プラズマを利用した垂直異方性エッチングにて貫通穴を作製する。ホール径が10 
m であることから、片面からのエッチングでは貫通しきれないので、両面に Cr に
よるパターニングを行い両面からの垂直異方性エッチングを行う。加工手順の概要
を以下に示す。 
1. パーティクル除去の目的で Si 基板をアンモニア水（EL アンモニア水、関東化
学）と過酸化水素水（EL 過酸化水素水、関東化学）を体積比 3:1 で混合したア
ンモニア過水内で 15 min 洗浄する。 
2. 基板表面へ Cr (目標膜厚 1250 Å)をスパッタリングにより成膜する。S1805 を用
いホールパターンをフォトリソグラフィ・エッチングにて形成する。 
3. ICP-RIE による垂直異方性エッチングを行う。 
4. 基板上の有機物除去の目的で、硫酸過水を用いて 10 min 洗浄する。 
5. 基板裏面へ Cr を目標膜厚 1250 Å でスパッタリングにより成膜する。ポジレジ
スト S1805 を用いパターンをフォトリソグラフィ・エッチングにて形成する。 





以上の加工手順で作製したホール基板の画像を図 4-29 に示す。2 つのホールが
作製できていることがわかった。また、光照射機構の組み立ての様子を図 4-30 に
示す。Al 治具下層内に 3W3 色 LED 格納し1 mm の穴を 2 つ貫通させた治具上部




出力および LED への電気信号入力用端子として BNC コネクタ(BNC、Cosmetec 
resources)を取り付ける。 
作製したデバイスからの光の輝度の評価を行った。ピンホールからの光を正立顕





(a)1 層目 (b)2 層目 
図 4-24 感光基板回路図面 
 




(a)感光基板(1 層目) (b)感光基板(2 層目) 









図 4-27 作製 LED 格納治具の画像 
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図 4-29 作製ホール基板の画像 
 
  
(a)LED 格納 (b)ホール基板設置 
図 4-30 光照射機構部の画像 
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図 4-31 作製デバイスの画像 
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裏面集光型チップの構成を図 4-35 に示す。in vivo デバイスへの応用を考慮し、初
期デバイスではデバイス側に作製していた細胞刺激光照射範囲を限定するホール
パターンをチップ側に集積する。また、模擬細胞実験結果から懸念される光量不足
を解消する目的で、10 m であったホール径を100 m に変更する。ピンホール
径を拡大することでによる、ガラス基板内での光の散乱が懸念されるので、マイク
ロレンズをガラス基板裏面のホールパターン直下に作製し、入射光が基板に到達し










        










の高い SU-8 を成膜し、さらに Cr 薄膜を成膜しフォトリソグラフィ・エッチングに
より100 m ホールパターンを作製する。裏面構造の作製後 Al 保護膜を除去し、
50 μm 50 μm 
150 μm 








1. テンパックスガラス基板を 90 °C の硫酸過水で 5 min 洗浄する。 
2. 基板裏面へ Cr、Au をそれぞれ目標膜厚 500 Å と 4000 Å で、スパッタリングを
利用して成膜する。S1805 を回転速度 4000 rpm、回転時間 30 sec でスピンコート
する。80 °C 5 min の条件で Soft bake を行い、溶媒を気化させた後、41.2 mJ/cm2
の露光量で露光する。TMAH 現像液を用いて 50 から 60 sec 現像した後、10m
のピンホールパターンをフォトリソグラフィとエッチングを用いて形成する。 





6. SU-8 をスピンコーティングし、フォトリソグラフィにてパターニングする。 
7. 密着性向上の目的で 120 °C 1 h の条件でハードベークする。 
8. 基板表面パターン保護の目的で、目標膜厚 1250 Å の Al をスパッタリングによ
り成膜する。 
9. 基板裏面に対し、スプレーコータ(DC110、三明電子産業)を用いて SU-8 3005 を
膜厚 100 m となるように塗布 (ニードル 12 mm、霧化圧 70 kPa、液圧 120 kPa、
速度 75 mm/s)する。 
10. 密着性向上の目的で 120 °C 1 h の条件でハードベークを行う。 
11. 基板裏面へ Cr を目標膜厚 1250 Å でスパッタリングにより成膜する。 
12. ホールパターンをフォトリソグラフィ・エッチングにて形成する。 
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(f)SU-8 保護膜成膜 (表面) 
  
 
(g)Al 保護膜成膜 (表面) 
  
 




   
(j)ホールパターンパターニング (裏面) 









表面 裏面 断面 
   
(k)Al 保護膜除去 (表面) 
   
(l)白金成膜 (表面) 












色干渉計 (NT9100、Veeco)での取得画像を図 4-39 に示す。計測結果から、レンズの
直径は約 111.5 m、深さは約 45.5 m となった。式(4-1)に代入して計算すると、曲
率半径 R は約 56.9 m となり、式(4-2)から焦点距離は、基板底面から約 320 m と
なった。フッ化水素酸により作製した半球形状を PDMS により型取りした。半球形




図 4-37 作製改良型チップの画像 
 
  
(a) チップ中心 (b) チップ中心(透過光観察) 
図 4-38 改良型チップ中心部の画像 
 




















3W3 色 LED は排熱を必要とするので、チップ下部にを Al 製の治具を取り付ける。
治具は上層と下層からなり、上層は 2 種類の光を通す孔を 2 つ有しており、下層は
113 
 






図 4-41 デバイス構成模式図 
 
4.8.4 デバイス作製結果と考察 
3W3 色 LED を格納する治具を図 4-42 に示す。治具は 2 層構造をとる。また、治





内部に LED を格納した際の写真を図 4-43 に示す。治具内に LED を格納し、上層下
層の正確な位置合わせができる。 

















図 4-42 LED 格納治具の模式図 
 
  
(a)LED 設置 (b)LED 格納 




図 4-44 作製デバイスの画像 
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験の様子を撮影した画像を図 4-45 に示す。 
 
1. 出産 1 日前の妊娠マウスを頸椎脱臼する。 
2. 子宮を取りだし、シャーレ内で 70 %エタノールに浸す。 
3. 子宮をリン酸緩衝生理食塩水 PBS のシャーレに入れて洗浄する。 
4. 子宮から仔マウスを取りだし、別の PBS を浸したシャーレ内で弾頭する。 
5. ろ紙上で脳を切開し、海馬を取り出す。 
6. 海馬をハサミで細断し、ピペットを用い 15 ml 遠心管へ移動する。 
7. 1000 rpm、3 min の条件で遠心分離する。 
8. 上澄みの L15 培地を捨てる。 




10. 45~50 rpm、30 min、37 °C の条件で遠心分離する。 
11. ウシ胎仔血清 20 %FBS (GIBCO)/L15 培地を 5 ml 加え、パパイン液の反応を止め
る。 
12. 700 rpm、3 min の条件で遠心分離する。 
13. 20 % FBS を取り除き、10 % FBS を加える。 
14. 濾過により細胞のみを取り出す。 
15. 0.5 %の濃度で PBS に希釈したトリンパブルーを加える。  
16. 細胞を培養用のシャーレに移し、3 h 培養する。 
17. 細胞数をカウントする。ポリ-L-リジン(PLL)コートしたディッシュに細胞数が 1
×105、もしくは 5×105となるよう Neurobasal と培地を加える。 
18. 2~3 日間培養 (37 °C、5 % CO2)する。 


















(a) 実験用妊娠マウス (b) 解剖 
  
(c) 胎児 (d) 脳切開 
  
(e) 海馬 (f) 細断 






(g) 遠心分離 (h) 濾過 
  
(i) Neurobasal+培地滴下 (j) 培養 









図 4-47 3 要素を集積したデバイスを用いた電位取得実験の様子 
 
 























したチップ構成を図 4-49 に示す。チップは Si 基板上面にピンホール、裏面側に光
源固定構造を作製する。感光性材料を利用してガラス基板と Si 基板を接着し、ガ
ラス基板側にマイクロレンズを作製する。4 要素集積チップの作製断面模式図を図
4-50 に示す。まず、Si 基板の研磨面に目標膜厚 3000 Å で RF マグネトロンスパッ




の後、SU-8 3050 を用いて、スパッタリング法により厚み 10000 Å の Au 薄膜を成
膜した Glass 基板と Si 基板研磨面を接着する。その後、Si 基板裏面に作製したアラ














              
 
 
             
 























































図 4-51 作製チップの画像 


















され、電位を取得可能な構造となっている。目標とする 1 mm 角内へ異なる波長の
光照射を検証する目的で、チップの裏面側に光ファイバを取り付け、発光実験を行
った。実験の様子を図 4-54 に、マイクロスコープでの取得画像を図 4-55 に示す。










図 4-54 デバイス発光実験の様子 
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ルドサイズ算出に必要な情報は、各臓器体積( OrigineV )、各臓器構成細胞数( CellN )、細






)/1(}/)(1{ TotalLiverTotalPlasmacellsBloodfluidlarExtracelluOrginecellsOrgan VVVVVVVV   (5-1) 
 
ここで、 TotalV とは、考慮した表 5-1 に示した 10 個の臓器の体積和であり、 LiverV は、
肝臓の体積である。さらに、各論文においてモデルとしている人体の大きさが異な
るので、モデルの統一の目的で、体重を用いて換算する。本研究では、細胞数を記
載した論文で用いられているモデル（身長 1.72 m、体重 70 kg）に合わせて調整す


































表 5-1 細胞培養用スカフォールド設計値 
Organ 
VOriginal data 
 (83 kg) [m3] 
NCell (70 kg) 
VOrgan cells 





GI 1.20×10-3 1.67×1010 6.87×10-4 4.11×10-14 15.14 
Liver 1.60×10-3 3.61×1011 9.16×10-4 2.53×10-15 51.12 




5.10×10-3 7.53×1011 2.92×10-3 3.88×10-15 141.42 
Brain 1.30×10-3 3.10×1012 7.44×10-4 2.40×10-16 91.12 
Heart 3.60×10-4 6.00×109 2.06×10-4 3.43×10-14 4.82 
Kidneys 3.20×10-4 1.03×1010 1.83×10-4 1.78×10-14 5.34 




3.20×10-2 1.53×1010 1.83×10-2 1.20×10-12 131.13 







いても同様に換算する必要がある。培地量の計算においても同様に 70 kg の人体を





mod70  Origineelkg VQ  (5-5) 
 
算出された流量を各臓器体積で除すことで、血液が各臓器を通過するのに必要な時
間 phys を、式(5-6)を用いて算出した。 
 
cellsOrganelkg VQphys /mod70  (5-6) 
 
さらに、プラットフォーム内に構築される疑似臓器中を通過する流量をスケーリン









  (5-7) 
 

















GI 0.93 1.31×10-5 5.25×101 1.79×10-11 1.07 
Liver 1.3 1.83×10-5 5.01×101 2.50×10-11 1.50 
Adipose 0.57 8.01×10-6 2.07×103 1.10×10-11 6.59×10-1 
Bone Marrow 
(Red+Yellow Marrow) 
0.59 8.29×10-6 3.52×102 1.14×10-11 6.82×10-1 
Brain 0.68 9.56×10-6 7.78×101 1.31×10-11 7.86×10-1 
Heart 0.26 3.65×10-6 5.64×101 5.01×10-12 3.00×10-1 
Kidneys 1.2 1.69×10-5 1.09×101 2.31×10-11 1.39 
Lung 4.8 6.75×10-5 8.48 9.24×10-11 5.55 
Muscle 
(Skeletal musle) 
0.95 1.34×10-5 1.37×103 1.83×10-11 1.10 














し、その際の高低差により流路の inlet と outlet 間に圧力差が生じる。圧力差 P は
式(5-8)で表される[20, 21]。 
 
ghP   (5-8) 
 
ここで、は培地密度、gは重力加速度、hは高低差である。流路の inlet と outlet 間
に P の圧力差が生じるとき、必要とされる流量 ScaledQ を得るのに必要な管内抵抗
R は式(5-9)で記載される。 
 








流路幅は 1 mm、高さは、100 m で統一した。管内抵抗値は共通流路の値も含んで








































3.54×10-11 8.61×1012 0 8.61×1012 1.48×10-2 1.31×10-4 
Liver 
(30 %) 
7.51×10-12 4.06×1013 0.082 3.72×1013 3.89×10-2 1.04×10-4 





1.14×10-11 2.69×1013 0.082 2.34×1013 3.00×10-2 1.14×10-4 
Brain 1.31×10-11 2.33×1013 0.082 1.98×1013 2.50×10-2 1.13×10-4 
Heart 5.01×10-12 6.10×1013 0.082 5.75×1013 7.00×10-2 1.11×10-4 
Kidneys 2.31×10-11 1.32×1013 0.082 9.74×1012 1.5×10-2 1.24×10-4 




1.83×10-11 1.67×1013 0.082 1.32×1013 1.8×10-2 1.17×10-4 
Skin 
(Dermis) 
8.66×10-12 3.52×1013 0.082 3.18×1013 4.00×10-2 1.13×10-4 
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設計したマイクロ流路基板を図 5-1 に示す。80×50 mm 角のマイクロ流路基板中
に各臓器細胞を培養するための 10 個のチャンバとマイクロ流路がある。GI 
epithelium は GI tract と Portal vein の境界として機能する。同様に Liver は Portal vein








模式図を図 5-2 に示す。まず、幅 50 mm、長さ 80 mm、厚み 500 m の Si 基板の鏡
面側に、スパッタリング装置（Denton Vacuum Discovery）により、Cr 薄膜を 3000 Å
の膜厚でスパッタ成膜する。MICROPOSIT S1813G（ローム・アンド・ハース電子
材料）を、ホットプレート付きスピンコータ（CEE 100CB、Brewer Science）を用い
て、目標膜厚を 1 m とし、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s で、スピンコートす
る。その後、付属のホットプレートで、温度 115 °C、時間 3 min で加熱し溶媒を気
化させる。さらに、現像液に TMAH 現像液、エッチング液に Cr エッチング溶液を
用いて、Cr エッチングにより Cr 薄膜をパターニングした後、SU-8 2025 を、目標
膜厚 30 m とし、回転速度 4000 rpm、回転時間 30 s でスピンコートする。ホット
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プレートで、温度 90 ºC、時間 2 h 加熱して溶媒を除去した後、露光機（MA8、Suss 
MicroTec）を用いて、露光量 250 mJ/cm2で露光する。露光後加熱として、ホットプ
レートで、温度 115 °C、時間 1 min で加熱を行い、降温の後、SU-8 現像液にて、現
像する。さらに、ホットプレートで 200 ºC、15 min ハードベークを行い、ICP-RIE 
(Omega c2L Rapier、SPTS Technologies)を利用したボッシュプロセスによってチャン




そろえるために、厚み 0.5 mm のガラス基板（Borofloat 33）を使用する。 
 
 
図 5-2 培養チャンバ・マイクロ流路集積基板作製断面模式図 
 
5.3.2 培養チャンバ・マイクロ流路集積基板の作製結果と考察 
ガラスと Si のみからなる作製したマイクロ流路基板の写真を図 5-3 に示す。Si 基
板に貫通した細胞培養用チャンバとマイクロ流路部分が見られる。各マイクロ流路
の幅と深さは、接触式粗さ計（Dektak XT Profilometer、Bruker）で測定した。測定は

















表 5-4 培養チャンバ・マイクロ流路集積基板の設計値と測定値 
Organ 
Designed value [m] Measured value [m] 
Width Height Width Height 
GI (Inside GI tract) 267 
100 
 
277.78 ± 0.73 104.40 ± 0.52 
GI & Liver (70 %) 131 135.01 ± 1.51 104.97 ± 0.25 
Liver (30 %) 104 106.63 ± 0.73 103.41 ± 0.16 
Adipose 112 115.59 ± 0.73 100.37 ± 0.99 
Bone Marrow 
(Red+Yellow Marrow) 
114 117.31 ± 0.10 99.78 ± 0.95 
Brain 113 116.19 ± 0.42 101.14 ± 0.35 
Heart 111 114.70 ± 0.73 104.50 ± 0.02 
Kidneys 124 126.64 ± 1.12 104.14 ± 0.09 
Lung 263 272.40 ± 0.73 103.57 ± 0.35 
Muscle (Skeletal musle) 117 120.32 ± 1.05 98.84 ± 0.04 
Skin (Dermis) 113 114.70 ± 0.73 99.72 ± 0.20 



















を材料とし、その表面を Parylene Deposition System（PDS 2010、Specialty Coating 
Systems）を利用しパリレン C を用いてコーティングする。各要素のアセンブリに







図 5-4 提案プラットフォーム機能図 
 
  
(a) 俯瞰 (b) 構成要素 















Top part を利用してマイクロ流路基板、Scaffold と O-ring を封止する。作製したプ
ラットフォームの外観を図 5-6に示す。培養チャンバ・マイクロ流路集積基板の inlet























表 5-5 送液量測定結果 
Organ Scaled Q [mL/min] Measured Q [mL/min] 
GI (Inside GI tract) 2.13 2.87 ± 0.01 
GI & Liver (0.7) 2.13 2.03 ± 0.88 
Liver (0.3) 0.45 0.72 ± 0.19 
Adipose 0.66 1.35 ± 0.52 
Bone Marrow 0.68 0.59 ± 0.13 
Brain 0.79 1.08 ± 0.64 
Heart 0.30 0.24 ± 0.05 
Kidneys 1.39 1.57 ± 0.83 
Lung 5.55 4.53 ± 1.94 
Muscle (Skeletal muscle) 1.10 1.03 ± 0.64 







培養する細胞には、過去の Organ-on-a-Chip や Body-on-a-Chip での使用例のある
HepG2 C3A 細胞（CRL-10741、ATCC）を使用する[23, 24]。培地には、FBS(Fetal Bovine 
Serum, Qualified, US Origin, Standard Sterile-Filtered, Gibco)とペニシリン（Penicillin-
Streptomycin, Gibco）を加えた EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium, ATCC)を使
用する。各液量は、50 mL、1 mL、500 mL とする。底面積 25 cm2のフラスコがコン
フルエントとなるまでHepG2細胞を培養した後、培地を取り除きPBSで洗浄する。
Trypsin (Trypsin-EDTA (0.05%), phenol red, ThermoFisher Scientific)を 1 mL 加え、細胞
を剥離する。12.5 L の Dimethyl sulfoxide (DMSO、 67-68-5、Sigma-Aldrich)に溶解
した Cell tracker green (ThermoFisher Scientific)を 10 mLの PBS に混合する。細胞を
培養用のフラスコから剥離させた後、作製した染色液内に 30 min 静置し染色する。
染色後、PBS にて 3 回洗浄する。洗浄後、各スカフォールドに適切な数の細胞が配
置される。スカフォールド (Scaffold Membrane AVP 004-48、Alvetex)をセットした
培養用 6 well plate(BioLite Multidishes and Microwell Plate、ThermoFisher Scientific)の
各 well に 6 mL ずつ培地を加える。HepG2 細胞の直径を 18 m とし、細胞により 2
層の細胞層が形成されるよう各スカフォールド上に 140,000 個の細胞を 1 mL の培
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